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Исследовано влияние липопептидного антибиотика полимиксина В на рост чувстви-
тельного и резистентного к стрептомицину изогенных штаммов метилотрофной 
бактерии Methylophilus quaylei в планктоне и биопленке на полипропилене и тефлоне. 
Интенсивность образования биопленок определяли по окрашиванию кристаллическим 
фиолетовым, колониеобразующей способности, а также методом световой микроскопии. 
Обнаружено влияние гидрофобности клеточной поверхности бактерий на способность 
образовывать биопленки. На пластинах из тефлона и полипропилена более интенсивную 
биопленку образует штамм Methylophilus quaylei MT с гидрофобной поверхностью. Мини-
мальная ингибирующая концентрация полимиксина В для изученных штаммов и в план-
ктонной, и в биопленочной форме составила 1 мкг/мл. Полимиксин В в сублетальной 
концентрации 0.01 мкг/мл стимулирует образование биопленок, а в концентрации 0.10 
мкг/мл проявляет антибиопленочные свойства. Обнаружено синергидное действие поли-
миксина В и стрептомицина на резистентный к стрептомицину штамм M. quaylei SM.
Ключевые слова: бактериальные биопленки, полимиксин, резистентность к антибио-
тикам, метилотрофные бактерии.
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Here we examined the influence of polymyxin B, a lipopeptide antibiotic, on planktonic growth 
and biofilm of streptomycin-sensitive and streptomycin-resistant isogenic strains of bacteria 
Methylophilus quaylei on polypropylene and Teflon. Biofilm formation was quantified using 
crystal violet staining, determined by colony-forming unit and examined by light microscopy. It 
was found that of bacterial surface hydrophobicity affects the biofilm formation: biofilm formation 
of Methylophilus quaylei MT strain was better on such hydrophobic materials as Teflon and 
polypropylene. The minimum inhibitory concentration of polymyxin B for the used strains in 
planktonic and biofilm form was 1 μg/ml. The sublethal Polymyxin B in the concentration of 
0.01 μg/ml stimulates biofilm formation and exhibits antibiofilm properties at the concentration 
of 0.10 μg/ml. Synergistic effect of polymyxin B and streptomycin on streptomycin-resistant 
strain M. quaylei SM was found.
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Основной природной формой существования 
бактериальных популяций являются биопленки – 
сообщества бактерий, расположенных на границе 
раздела фаз, чаще твердой и водной или твердой и 
воздушной [1, 2]. Бактериальные клетки в биопленке 
погружены в полимерный матрикс, связывающий их 
с поверхностью и обеспечивающий защиту популя-
ции от неблагоприятных факторов среды [3–5]. Вы-
сокая выживаемость бактерий в биопленках создает 
многочисленные проблемы в сфере экологии, про-
мышленности и, особенно, в медицине. Бактерии – 
возбудители хронических инфекций – обладают по-
вышенной резистентностью к антибиотикам именно 
в биопленках, формирующихся в тканях организма 
человека и на имплантах, внутрисосудистых кате-
терах, сердечных клапанах и пр. [6, 7]. В последнее 
десятилетие достигнуты определенные успехи в 
исследовании бактериальных биопленок, предложе-
ны методы их ингибирования и эрадикации [8–10]. 
Монотерапия антибиотиками против биопленочного 
фенотипа возбудителей хронических инфекций явля-
ется неэффективной [11, 12]. Более того, в сублеталь-
ных концентрациях антибиотики стимулируют обра-
зование биопленок, что увеличивает резистентность 
бактерий [13–15].
Повышению эффективности антибиотиков спо-
собствует их сочетание с антибиопленочными аген-
тами, среди которых используются вещества рас-
тительного происхождения, хелатирующие агенты, 
пептидные антибиотики, жирные кислоты, напри-
мер, цис-2-деценовая кислота, и др. [9, 10]. С этой 
точки зрения представляют интерес продуцируемые 
бактериями Paenibacillus polymyxa липопептидные 
антибиотики группы полимиксинов, в молекуле ко-
торых присутствует поликатионный (при рН 7.4) 
циклический гептапептид с трипептидной боковой 
цепью, ацилированной жирной кислотой по кон-
цевой аминогруппе [16, 17]. Полимиксины – поли-
миксин В и полимиксин Е (колистин) – достаточно 
эффективны против грамотрицательных бактерий, 
они дестабилизируют наружную мембрану за счет 
электростатических и гидрофобных взаимодей-
ствий, что приводит к повышению ее проницаемости 
[18]. Первой молекулярной мишенью полимиксинов 
является липополисахарид – основной компонент 
наружной мембраны, поэтому они неэффективны 
против грамположительных бактерий. Полимиксины 
находят ограниченное применение в клинической 
практике из-за высокой нейро- и нефротоксичности. 
Вместе с этим, сегодня полимиксины относят к груп-
пе резервных антибиотиков, так называемым анти-
биотикам «последней надежды» (last resort), которые 
используют для лечения инфекций, вызванных бакте-
риями, практически нечувствительными к большин-
ству известных антибиотиков [19]. К ним относятся 
штаммы грамотрицательных бактерий Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii и Klebsiella 
pneumoniae – возбудителей тяжелых хронических 
инфекций. 
Возвращение полимиксинов в медицинскую 
практику в последние годы выявило множество ре-
зистентных к ним клинических изолятов грамотри-
цательных бактерий [19, 20], в борьбе с которыми 
перспективными направлениями является создание 
более эффективных полусинтетических и синте-
тических аналогов полимиксинов с пониженной 
токсичностью, а также комбинации полимиксинов 
с другими антибиотиками и фунгицидными препа-
ратами [17, 22]. 
Исследования влияния полимиксинов на био-
пленочный и планктонный фенотипы грамотрица-
тельных бактерий показали, что чувствительность в 
биопленках понижена по сравнению с планктонной 
культурой, что характерно для большинства анти-
биотиков [7, 23]. Однако следует отметить, что во 
всех этих немногочисленных работах воздействию 
полимиксина подвергаются предварительно сформи-
рованные биопленки. Влияние полимиксина на про-
цесс формирования биопленок, включая адгезию, 
практически не изучено. Целью настоящей работы 
явилось изучение влияния полимиксина В на выжи-
ваемость чувствительного и резистентного к стреп-
томицину штаммов бактерии Methylophilus quaylei в 
составе планктона и формирующихся биопленок на 
тефлоне и полипропилене.
Экспериментальная часть
В работе использовали облигатные метилотроф-
ные бактерии Methylophilus quaylei, штамм МТ (ВКМ 
В_2338Т), и его изогенный стрептомицинрезистентный 
мутант – Methylophilus quaylei SM [24, 25]. Для культиви-
рования использовали минеральную среду следующего 
состава [26]: NaNO
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 – 0.7 г/л, раствор ми-
кроэлементов – 2 мл/л, метанол – 1.0 об.%. Раствор 































 – 0.015; Трилон Б – 2.5. Среду стерилизова-
ли при 132 °С 20 мин. Растворы фосфатов стерилизо-
вали отдельно. Стрептомицин сульфат («AppliChem», 
Германия) добавляли в стерильную питательную среду 
в виде водных растворов асептически через фильтру-
ющие насадки с размером пор 0.22 мкм Millex® GS, 
(«Millipore», Ирландия). Полимиксин B («AppliChem», 
Германия) вносили в виде растворов в метаноле через 
фильтрующие насадки, также добавляли метанол. Для 
получения твердых питательных сред дополнительно 
добавляли 1.5% агара («Bactoagar», США) и стерилизо-
вали при 120 °С в течение 20 мин.
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Культивирование бактерий проводили в термо-
статируемом шейкере ES-20 (Biosan, Латвия) в кол-
бах объемом 150 мл, содержащих 40 мл питательной 
среды, при 28 0С и частоте вращения 100 об./мин. 
Рост бактерий контролировали по изменению опти-
ческой плотности культуры от времени. Оптическую 
плотность измеряли на спектрофотометре Shimadzu 
UV-1700 («PharmaSpec», Япония) при длине волны 
600 нм в кювете с длиной оптического пути 10 мм 
(D
600
). В качестве инокулята использовали 24-х-ча-
совую культуру бактерий (D
600
 от 1.9 до 2.2 единиц 
оптической плотности) в количестве 1 мл (2.5 об.%). 
Время добавления инокулята принимали за ноль.
Пластинки из тефлона или полипропилена 
обрабатывали в ультразвуковой ванне SK3300HP 
(KUDOS, Китай) при частоте 53 кГц в течение 5 мин 
в водном растворе детергента Brij 35 (Serva) в кон-
центрации 1×10-5 мг/мл, затем промывали дистилли-
рованной водой 5 раз, обрабатывали ультразвуком, 
переносили в 70%-ный (об./об.) раствор этанола и 
обрабатывали ультразвуком. Далее пластинки про-
мывали дистиллированной водой 5 раз и обрабаты-
вали ультразвуком. На заключительном этапе пла-
стинки стерилизовали в дистиллированной воде при 
120 0С в течение 20 мин. Эффективность очистки 
пластинок оценивали по значениям краевого угла 
смачивания, полученным с использованием цифро-
вого USB-микроскопа DigiMicroMini (Китай) с оп-
тическим увеличением 65× – для тефлона 103-1040, 
полипропилена – 97-980. 
Бактериальные биопленки формировали 24 ч 
на поверхности стерильных пластинок из тефлона 
или полипропилена размером 20×20×0.1 мм, поме-
щенных в колбы с питательной средой (5 мл), ино-
кулятом и антибиотиками – полимиксином В (от 0.01 
до 10 мкг/мл) и стрептомицином (в виде сульфата 
стрептомицина 1 мг/мл) в термостатируемом шейке-
ре при 28 0С и частоте вращения 60 об./мин. Затем 
каждую пластинку помещали в 50 мл стерильной 
дистиллированной воды на 10 с, повторяли 3 раза. 
Пластинки с биопленками окрашивали 0.1%-ным во-
дным раствором красителя кристаллического фиоле-
тового 20 мин, промывали дистиллированной водой 
и высушивали. Краситель экстрагировали, помещая 
высушенные пластинки в 2 мл смеси растворителей 
этанол–ацетон–уксусная кислота в отношении 5:3:2 
по объему и определяли оптическую плотность экс-
тракта на длине волны 600 нм. Также окрашенные 
биопленки на полипропилене анализировали под 
микроскопом «Olympus СХ-22» (Биомед, Россия) 
с использованием камеры ToupCam UCMOS 10MP, 
изображение обрабатывалось с помощью программы 
ToupView. 
Содержание в биопленках жизнеспособных 
бактерий определяли по количеству колониеобра-
зующих единиц. Для этого промытые в дистилли-
рованной воде пластинки помещали в стерильную 
питательную среду, не содержащую метанол, объ-
емом 2 мл и интенсивно перемешивали 2 мин на 
Вортексе медицинском вибрационном V-3  (ELMI, 
Латвия) и высеивали суспензии клеток после серии 
десятикратных разведений на чашки Петри с агари-
зованной средой. Затем чашки Петри инкубировали 
при 28 0С и подсчитывали количество колоний [27]. 
Выживаемость (V) бактерий в биопленках в присут-
ствии полимиксина В рассчитывали по формуле:
где Np – численность популяции, полученной в при-
сутствии полимиксина В, КОЕ/мл; 
N
с
 – численность популяции, полученной без до-
бавок (контроль), КОЕ/мл.
Выживаемость бактерий в присутствии поли-
миксина В в планктонной культуре определяли ана-
логично, высеивая на агаризованную среду аликвоты 
культуральной жидкости после разведения.
Гидрофобность бактериальных клеток определяли 
по величине адгезии к н-гексадекану [28]. Бактериаль-
ные клетки выделяли из 5 мл культуральной жидкости 
центрифугированием (7000 об./мин, 15 мин), отмывали 
от компонентов питательной среды фосфатным буфе-
ром с рН 7.0, ресуспендировали. 2 мл полученной 
суспензии клеток и 0.5 мл н-гексадекана интенсивно 
перемешивали 2 мин на Вортексе и оставляли на 20 
мин для расслаивания. Определяли оптическую плот-
ность суспензии клеток при длине волны 600 нм до (D
0
) 
и после (D) взаимодействия с н-гексадеканом. Величи-





Все опыты проводили в 3-4 повторах. В работе 
представлены результаты типичных экспериментов. 
Цифровые данные анализировали с использовани-
ем приложения «Анализ данных» программы Excel. 
Стандартная ошибка величины оптической плотно-
сти культуральной жидкости не превышала значение 
0.0545, оптической плотности экстракта красителя – 
0.0610, значения КОЕ/мл – 0.1523.
Результаты и их обсуждение
В работе использовали чувствительный и рези-
стентный к стрептомицину изогенные штаммы обли-
гатной метилотрофной бактерии Methylophilus quaylei 
– M. quaylei МТ и M. quaylei SM соответственно. 
Грамотрицательные облигатные метилотроф-
ные бактерии, в том числе рода Methylophilus, вхо-
дят в состав биоценоза биопленок на абиотических 
и биотических поверхностях, главным образом, на 
поверхности листьев растений [29, 30]. Выбранные 
нами штаммы отличаются устойчивостью к стреп-
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томицину, ростовыми характеристиками, ζ-потен-
циалом поверхности бактерий, размером клеточных 
агрегатов (табл. 1) [25]. На формирование биопле-
нок, а конкретнее – на адгезию, первую стадию об-
разования биопленок, имеет некоторое влияние ги-
дрофобность поверхности клеток, хотя дальнейший 
рост биопленки не всегда коррелирует с первичной 
адгезией [31, 32]. Нами была определена гидрофоб-
ность клеточной поверхности используемых штам-
мов по сродству к н-гексадекану.









при рН 7, мВ*
Размер клеточных 
агрегатов 








M. quaylei MT 5×10-3 -40.97 7.32 0.21 30.81
M. quaylei SM 4.40 -39.03 1.19 0.28 5.42
* – по данным [25]; ** – получено в настоящей работе.
Как следует из табл. 1, чувствительный к стреп-
томицину штамм M. quaylei MT имеет более гидро-
фобную клеточную поверхность, чем резистентный 
к стрептомицину штамм M. quaylei SM. Различия в 
гидрофобности и заряде поверхности клеток штам-
мов бактерии M. quaylei позволяют сделать предпо-
ложение о формировании ими биопленок на гидро-
фобных и гидрофильных поверхностях с различной 
интенсивностью и свойствами. В качестве твердых 
субстратов для получения биопленок были выбраны 
гидрофобные материалы – тефлон и полипропилен, 
широко применяющиеся в медицине для изготов-
ления имплантов, катетеров и других медицинских 
устройств. Полипропилен, краевой угол смачивания 
которого 97-980 лишь несколько ниже, чем у тефлона 
(103-1040), был выбран благодаря его прозрачности и 
возможности использовать световой микроскоп для 
визуализации биопленок.
На первом этапе исследовали влияние полимик-
сина В на планктонный рост M. quaylei, причем для 
штамма M. quaylei SM кинетические кривые получа-
ли в присутствии стрептомицина и без него (рис. 1). 
Концентрацию полимиксина В варьировали в диапа-
зоне от 0.01 до 10 мкг/мл.
Рис. 1. Кинетика роста M. quaylei МТ (А), M. quaylei SM со стрептомицином 1 мг/мл (В), 
M. quaylei SM  (С) в присутствии полимиксина B (мкг/мл): 
1 – 0 (контроль); 2 – 0.01; 3 – 0.1; 4 – 1.0; 5 – 10.0.
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Минимальная ингибирующая концентрация по-
лимиксина В, при которой не наблюдался рост бак-
терий, для использованных штаммов в планктонной 
форме составила 1 мкг/мл (рис. 1). Штамм M. quaylei 
МТ оказался более чувствительным – уже при добав-
лении полимиксина В в концентрации 0.01 мкг/мл на-
блюдалось ингибирование роста. Штамм M. quaylei 
SM без стрептомицина был наиболее резистентным 
к полимиксину В – ингибирование наблюдалось, на-
чиная с концентрации 1 мкг/мл. Интересно, что при 
совместном добавлении в среду культивирования 
полимиксина В и стрептомицина чувствительность 
к антибиотикам увеличилась, то есть наблюдался си-
нергидный эффект (рис. 1В, кривая 3). По отдельно-
сти эти антибиотики не ингибировали рост штамма 
M. quaylei SM – полимиксин В в концентрации 0.1 
мкг/мл (рис. 1С, кривая 3) и стрептомицин в концен-
трации 1 мг/мл (рис. 1В, кривая 1).
Биопленки формировали в течение 24 ч на по-
верхности тефлоновых и полипропиленовых пла-
стинок, помещенных в культуральную жидкость 
бактерий M. quaylei, в присутствии полимиксина В 
в концентрации 0.01–10 мкг/мл. Биопленки окраши-
вали 0.1%-ным водным раствором кристаллического 
фиолетового. Интенсивность биопленкообразования 
оценивали по величине оптической плотности экс-
тракта красителя смесью органических растворите-
лей, а также методом оптической микроскопии. На 
рис. 2 представлены результаты, полученные путем 
окрашивания биопленок красителем кристалличе-
ским фиолетовым, для двух концентраций полимик-
сина В – 0.01 и 0.1 мкг/мл.
Рис. 2. Влияние полимиксина В на интенсивность образования биопленки штаммами 
M. quaylei МТ и M. quaylei SM (в присутствии 1 мг/мл стрептомицина и без него) 
на тефлоне и полипропилене. Биопленки характеризовали количеством 
сорбированного кристаллического фиолетового.
Для более высоких концентраций интенсив-
ность окрашивания не превышает 0.1-0.2 единицы 
оптической плотности (данные не представлены), 
т.е. минимальная ингибирующая концентрация по-
лимиксина В для биопленочного фенотипа, как и 
для планктонного, составляет 1 мкг/мл. В контроле 
(в отсутствие полимиксина В) интенсивность обра-
зования биопленки и на тефлоне, и на полипропи-
лене для штамма M. quaylei МТ значительно выше, 
чем для штамма M. quaylei SM (рис. 2). Это хорошо 
коррелирует с гидрофобностью этих штаммов (см. 
табл. 1) – более гидрофобный штамм M. quaylei МТ 
на гидрофобных субстратах формирует биопленку 
большего размера. Также окрашивание обнаружи-
ло увеличение образования биопленки (по срав-
нению с контролем) при добавлении полимиксина 
В в субингибиторной для планктонного фенотипа 
концентрации 0.01 мкг/мл, что хорошо согласуется 
с известным эффектом стимулирующего действия 
низких концентраций антибиотиков на рост биопле-
нок [13–15]. Увеличение концентрации полимиксина 
В до 0.1 мкг/мл приводит к существенному ингиби-
рованию биопленочного роста, причем также, как и 
для планктона, наблюдается синергидное действие 
полимиксина В и стрептомицина. 
Визуализация биопленок на полипропилене 
подтвердила результаты, полученные с помощью 
окрашивания кристаллическим фиолетовым. На 
рис. 3 представлены микрофотографии биопленок 
M. quaylei МТ, выращенных на полипропилене в 
присутствии полимиксина В. 
Для штамма M. quaylei SM микрофотографии 
также отражают закономерности, полученные окра-
шиванием – в контроле биопленка не представляет 
монослой клеток, как для M. quaylei МТ, в ней на-
блюдаются свободные от клеток участки. Также в 
присутствии полимиксина В в субингибиторной кон-
центрации биопленка более плотная, а полимиксин 
В и стрептомицин проявляют синергидный антибио-
пленочный эффект (данные микроскопии для штам-
ма M. quaylei SM не представлены). Количественная 
оценка образования биопленок методом окрашива-
ния не позволяет определить истинную эффектив-
ность антибиотика – в медицинской практике важно 
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определить остаточное количество живых бактерий. 
Краситель может связываться не только с живыми 
клетками, но и с компонентами лизированных кле-
ток, а также с внеклеточным матриксом. Выживае-
мость бактериальных клеток в биопленке и планкто-
не определяли по количеству колониеобразующих 
единиц (КОЕ) в суспензии механически десорбиро-
ванных из биопленки клеток и в планктонной куль-
туре (без помещенных в нее тефлоновых или поли-
пропиленовых пластин). В планктоне и суспензиях 
биопленочных клеток в присутствии полимиксина В 
в концентрации, равной и выше 1 мкг/мл, значения 
КОЕ/мл не превышают 102 кл./мл, т.е. пренебрежи-
мо малы. Численность популяции биопленочной и 
планктонной культуры в присутствии полимиксина 
B в концентрации 0.01 и 0.1 мкг/мл, а также выжи-
ваемость бактерий по отношению к контролю пред-
ставлены в табл. 2 и 3.
Рис. 3. Микрофотографии биопленок бактерии M. quaylei МТ на полипропилене 
в присутствии полимиксина B в концентрации, мкг/мл: 0 (А), 0.01 (В), 0.1 (С), 1.0 (D). Увеличение 
1000× (объектив 100×, адаптер 0,5×, монитор 17" 1280×1024).
Таблица 2. Влияние полимиксина B на численность популяции бактерии M. quaylei в биопленке и планктоне









МТ SM + Str SM МТ SM + Str SM МТ SM + Str SM
Контроль (без полимиксина) 10.72 5.64 6.72 5.46 8.00 3.80 70.5 194.5 102.0
0.01 16.18 0.02 11.58 6.36 0.29 5.00 15.10 169.5 120.0
0.10 0.12 0.002 0.002 0.21 0.08 0.002 4.05 4.45 104.5




Выживаемость, % от контроля




МТ SM + Str SM МТ SM + Str SM МТ SM + Str SM
0.01 150.93 0.35 172.32 116.48 3.62 131.58 21.42 87.15 117.65
0.10 1.12 0.04 0.03 3.85 1.00 0.05 5.74 2.29 102.45
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Численность бактериальных популяций в био-
пленках хорошо согласуется с данными, получен-
ными методом окрашивания биопленок в аналогич-
ных условиях, а также методом микроскопирования. 
Кроме этого, с помощью определения выживае-
мости можно сравнить эффект полимиксина В на 
биопленочный и планктонный фенотипы бактерии 
M. quaylei. На рис. 4 представлена относительная 
выживаемость бактерий в биопленке (БП) по от-
ношению к планктону (ПЛ) по данным табл. 3.
Рис. 4. Отношение выживаемости бактерий M. quaylei 
в биопленке по отношению к планктонному росту в 
присутствии полимиксина В в концентрации 
0.01 (В) и 0.1 (А) мкг/мл.
Наиболее резистентную к действию полимик-
сина В биопленку образует гидрофобный штамм 
M. quaylei МТ – при концентрации полимиксина В 
0.01 мкг/мл отношение БП/ПЛ составляет 7.05 и 5.44 
на тефлоне и полипропилене соответственно, тогда 
как для штамма M. quaylei SM БП/ПЛ почти в 5 раз 
ниже. При концентрации полимиксина 0.1 мкг/мл 
выживаемость бактерий в биопленке ниже выживае-
мости в планктоне, т.е. наблюдается явный антибио-
пленочный эффект полимиксина В (рис. 4). Также 
наблюдается синергидное действие стрептомицина 
и полимиксина В на выживаемость M. quaylei SM, 
обнаруженное также методом окрашивания биопле-
нок. Очевидно, полимиксин В, увеличивая проница-
емость наружной мембраны бактерий, способствует 
поступлению стрептомицина в клетки и снижает 
резистентность к нему. Синергизм антибиотиков 
группы полимиксинов с аминогликозидными ан-
тибиотиками наблюдали для ряда грамотрицатель-
ных патогенных бактерий [34], но результаты были 
получены для планктонных фенотипов. Особенно 
интересным представляется обнаруженное в насто-
ящей работе направленное действие полимиксина В 
на бактериальные биопленки, а также синергидное 
антибиопленочное действие стрептомицина и по-
лимиксина В в сублетальной концентрации на рези-
стентный к стрептомицину штамм M. quaylei SM. 
Заключение
Липопептидный антибиотик полимиксин В ин-
гибирует рост бактерии M. quaylei в планктонной и 
биопленочной форме, причем с увеличением кон-
центрации антибиотика усиливается его антибио-
пленочный эффект. Совместное использование поли-
миксина В и стрептомицина против биопленочного 
и планктонного фенотипов штамма M. quaylei SM, 
резистентного к стрептомицину, привело к синергид-
ному бактерицидному эффекту. Обнаружено влияние 
гидрофобности клеточной поверхности бактерий на 
интенсивность образования биопленки и резистент-
ность последней к полимиксину В.
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